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研究成果の概要（和文）：歯髄保存治療の適応を拡大するために、歯髄の硬組織形成能を制御・

促進していると思われるsmads の動態を明らかにすることを目的とした。石灰化促進する低濃

度PGE2添加時には、抑制型であるsmad-7が少なく、石灰化抑制する高濃度になるとsmad-7 の産

生が上昇した。また、石灰化を促進するレーザー照射では、特異型であるsmad-1 が増加した。

石灰化促進では、特異型の増加、抑制型の減少を示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to widen the indications for conservative treatment of 
pulp, 
the purpose of this study was clarified the manner of smads which seem to facilitate the 
control of pulp nodule formation. During the addition of low concentration PGE2 to promote 
calcification, smad-7 was inhibited. Adding high concentration PGE2 to regulate 
calcification, smad-7 was enhanced. The laser irradiation to promote calcification is 
increased smad-1. The results suggested that to promote calcification smad-1 was enhanced 
and smad-7 was inhibited. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、欠損歯を補う手段としてのインプラン
トの技術が急速に発展し、さらに安定したイ
ンプラントを維持するためには早めの抜歯
を望む傾向が現れてきている。しかし、患者
の QOLを高めるためには自身の歯で噛み続け
ることを目標とすることに異論はないと考
えている。根尖性歯周炎や歯根破折は歯を失

う原因として高い割合を占めており、これら
の疾患の多くは歯髄を失うことに起因して
いる。一方、臨床では不可逆性歯髄炎として
抜髄に至り、歯髄を失うことになる。そこで
歯内療法学、保存学としては抜髄などの歯髄
除去療法の適応症を減らし、歯髄保存療法の
適応範囲を拡大するために新たなアプロー
チが必要である。 
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歯髄‐象牙質複合体という概念があるよう
に、歯髄は象牙質を産生する組織であり、象
牙質に囲まれていることで歯髄組織の安定
した維持が図れるものである。歯髄組織は象
牙芽細胞、線維芽細胞、未分化間葉細胞など
の細胞で構成されており、硬組織形成能促進
には未分化間葉細胞の分化促進が目的とな
る。一方、硬組織形成は炎症と密接な関係が
あり、また、処置を行う歯は少なからずも炎
症は存在するため炎症との関わりを避けら
れない。申請者らは今までに低出力半導体レ
ーザーを、歯髄培養細胞に照射することによ
る 硬 組 織 形 成 能 の 増 大 を 報 告 (J 
Endodon.25:30-33,1999)、半導体レーザー照
射による歯髄硬組織形成能促進にレーザー
照射によって発生したハイドロキシラジカ
ル が 大 き く 関 与 し て い る こ と を 報 告
（ Biological & Phrmaceutical Bulletin. 
30:27-31,2007）し、硬組織形成に歯髄の細
胞の分化について検討、また炎症とのかかわ
りについては歯髄培養細胞の Prostaglandin 
E2（PGE2）による硬組織形成能の分化促進と
Insulin-like Growth Factor との関わりにつ
いて報告（日本歯科保存学会誌、46：445-450、
2003 、 International Journal of 
Oral-Medical Sciences，2：33-28，2004）
してきた。同様に炎症性サイトカインの一つ
である TNF-が ALP活性に与える影響を観察
の中で、骨形成誘導タンパク質（BMP）など
の TGF-スーパーファミリーの細胞内シグ
ナル伝達を担う smadsのうち smad7が炎症性
サイトカインによる転写因子とされる
NF-bによって調節され、smad7 の発現によ
って、硬組織形成能を有する細胞に分化した
指標となる ALP 活性を抑制し、また NF-b
の阻害である 1-Pyrrolidinecarbodithioic 
Acid,  Ammonium Salt を添加し、TNF-を作
用させると有意に ALP 活性の上昇がみられ、
促進に関与する smad と抑制に関与する smad
によって調節されていることを報告 (J 
Endodon.32:516-520,2006)してきた。以上の
成果を検討すると硬組織形成能促進と炎症
にかかわる促進、抑制は TGF-スーパーファ
ミリーの細胞内シグナル伝達である共有型
smad4、特異型 smad1,5,8 と抑制型 smad6,7
などの smadsが中心となっているであろう推
測を立てた。すなわち、PGE2 の濃度によって
硬組織形成が促進あるいは抑制であること、
特に弱い継続的な刺激があると修復象牙質
（第３象牙質）ができること、生理的な象牙
質の添加（第２象牙質）、病的な象牙質の添
加（第３象牙質）ができることなどの硬組織
形成の制御に smad が多く関与していると考
えた。さらに、smad による制御機構が解明で
きると炎症によって硬組織形成を促進させ
る可能性を見いだすことが期待できる。 
 

２．研究の目的 
そこで、本研究では歯髄硬組織形成にかかわ
る smad の役割を解明する目的で、レーザー
照射あるいは炎症性サイトカイン、ケミカル
メディータなどの刺激による smad、NF-b
やシグナル伝達系と ALP、オステオポンチン、
オステオカルシン等の硬組織形成関連タン
パク質の動態を明確にする。 
 
３．研究の方法 
(1) 歯髄培養細胞：歯髄細胞は矯正学的理由
により抜去された歯から歯髄を無菌的に取
り出し、10 ％ウシ胎児血清を含むα-MEM を
用いて 5～9 代継代し、歯髄培養細胞として
研究に供した 
(2)35mmディッシュに歯髄培養細胞を播種し、
培養液中が 0.1 M,1.0 MPGE2になるよう
添加した。 
(3) 35mmディッシュに歯髄培養細胞を播種し、
波長 810 nm 出力 1W 500秒間でレーザー照射
（Osada Lightsurge 3000）した。 
(4)遺伝子発現の観察：RT-PCR 法で cDNA を増
幅し、エチレンブロマイド染色で観察した。 
(5)タンパク質量の観察：ELISAキットを使用
した。 
(6)石灰化結節の観察：Alizarinn Red S で染
色し、大きさと数を観察した。 
(7)アルカリフォスファターゼ（ALP）活性の
観察：ALPによって基質（p-NPP）から変換さ
れた p-NP量を測定し、活性を表した。 
 
４．研究成果 
歯髄培養細胞において PGE2 は低濃度
（0.1μM）では硬組織形成促進的に作用し、
高濃度（1μM）では抑制的に作用しているこ
とをすでに報告している。PGE2の濃度による
特異型 smad-1,5、共有型 smad-4、抑制型
smad-6,7 の動態について検討した。その結果 
(1)歯髄培養細胞による石灰化物産生（アリ
ザリン染色）の比較では低濃度 PGE2 では濃
染し、無添加（PGE2）、高濃度 PGE2と明らか
な差を認めた。培地中の Ca濃度も低濃度 PGE2
は無添加（PGE2）、高濃度 PGE2と有意に高か
った。 
(2)smads mRNA発現の観察（PGE2作用 4時間）
では、低濃度 PGE2 で特異型 smad-1,5、共有
型 smad-4 においてコントロールと比較して
変化は見られないが、抑制型 smad-7 でわず
かな減少を認めた。一方、高濃度 PGE2 で特
異型 smad-1,5、共有型 smad-4 においてコン
トロールと比較して変化は見られないが、抑
制型 smad-7 で発現量の増加を認めた。 
(3)BMP-2 mRNA発現の観察（PGE2作用 4時間）
では、低濃度 PGE2 でコントロールと比較し
て発現の増加を認め、高濃度 PGE2 でコント
ロールと比較して、わずかな減少が認められ
た。 



 

 

 

 
 
 (4)smads タンパク質発現の観察（PGE2 作用
8時間）では、低濃度 PGE2で特異型 smad-1,5、
共有型 smad-4 においてコントロールと比較
して変化は見られないが、抑制型 smad-7 で
わずかな減少を認めた。また、リン酸化され
た smad-5の増加が著しい。一方、高濃度 PGE2
で特異型 smad-1,5、共有型 smad-4 において
コントロールと比較して変化は見られない
が、抑制型 smad-7 で発現量の増加を認めた
が、リン酸化された smad-1 および smad-5 の
減少を認めた。 
(5)BMP-2 タンパク質発現の観察（PGE2 作用
8 時間）では、低濃度 PGE2でコントロールと
比較して発現の増加を認め、高濃度 PGE2 で
コントロールと比較して、わずかな減少が認
められた。 
これらのことから、PGE2の濃度によって硬組
織形成が促進あるいは抑制される、調節機構
には、smadsが多く関与していると考えられ、
特に高濃度の PGE2 の硬組織形成能抑制は
smad7 の増加によるものであると示唆された。 

 
半導体レーザー（Ga-Al-As レーザー：波長
810 nm 1W,500 sec）照射による石灰化結節
と BMP、smad の動態を遺伝子レベルおよびタ
ンパク質レベルで検討した。 (6)レーザー照
射によって、石灰化結節の増大 
(7)アルカリフォスファターゼ活性、遺伝子
レベルの増大 
(8)BMP-2 の遺伝子レベルおよびタンパク質
レベルで 6から 12 時間後に増大 
(9)BMP-4 の遺伝子レベルおよびタンパク質
レベルで 24 時間後に増大 
(10)特異型 smad-1 の遺伝子発現で 3 時間後
に増大 
(11)タンパク質レベルでリン酸化した共有
型 smad-5 の増大を認めた。半導体レーザー
によって歯髄培養細胞が石灰化結節を産生
することはすでに報告されていたが、レーザ
ー照射によって、共有型 smad-5 と特異型
smad-1 が増大し、BMP のシグナルを伝達し、
硬組織形成を促していることを示唆された。 
 

 
レーザー照射による smads遺伝子発現への

影響 
 
レーザー照射による BMP-4産生への影響 

 
 
 
 
 



 

 

レーザー照射による BMP-2産生への影響 
 

レーザー照射による ALP活性への影響 
 
 

レーザー照射によるオステオカルシン
産生への影響 
 
 
 
現在、PGE2 の濃度依存による、また、レーザ
ー照射による共有型 smad、特異型 smad、抑
制型 smadおよび samdの動態が現れるまでの
遺伝子解析の検索が進行中である。 
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